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はじめに
　ラット副腎褐色細胞腫（PC12）細胞は，神経伝達
物質であるドーパミン及びノルアドレナリンを合成
し，刺激に応じて細胞外に放出する能力をもつ1）．
ドーパミンは，L-DOPA を介してチロシンから代謝さ
れ，貯蔵顆粒に貯えられる．ドーパミンは刺激に応答
して細胞外に放出され，放出されたドーパミンは細
胞膜に存在するドーパミン輸送体により細胞内に再
取り込みされる．ドーパミンは複雑な代謝経路をも
ち，細胞内では，ミトコンドリアに存在するモノアミ
ンオキシダーゼ（Monoamine oxidase, MAO）によりジ
ヒドロキシフェニル酢酸（Dihydroxyphenylacetic acid 
(DOPAC)），細胞外ではカテコール O メチル基転移酵
素酵素（Catechol-O-methyltransferase, COMT）により
3- メトキシチラミン（3-Methoxytyramine (3MT)）に代
謝される．さらに，DOPAC は COMT により，また，
3MT は MAO によりホモバニリン酸（Homovanillic 
acid (HVA)）にまで代謝される．ノルアドレナリ
ンは，ドーパミンからドーパミンβ水酸化酵素
（Dopamine beta hydroxylase）によって合成される2）．
　我々は，これまでに PC12 細胞を炭素数6の直鎖ア
ルデヒドであるヘキサナール（n-Hexanal）で刺激を
すると，細胞外へのドーパミン放出量が増加するこ
とを報告している7,8,9）．その中で，ドーパミン及び
その代謝物量は高速液体クロマトグラフィー（High 
performance liquid chromatography (HPLC)）により分
離，電気化学検出器（Electrochemical detector (ECD)）
を用いて測定してきた．これらのモノアミン及びその
代謝物量は，高速液体クロマトグラフィーで分離後，
モノアミンの持つ自然蛍光を検出することでも測定で
きることが報告されている3,4,5,6）．本研究では，自然蛍
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　ラット副腎褐色細胞腫（PC12）細胞は，神経伝達物質であるドーパミン及びノルアドレナリンの合成・放出能
をもつ株化細胞である．ドーパミンはチロシンを前駆体として合成され，ジヒドロキシフェニル酢酸（DOPAC），
3- メトキシチラミン（3MT），ホモバニリン酸（HVA）に代謝される．また，ドーパミンは自然蛍光を持つことも
知られている．本研究では，自然蛍光検出法を用いて PC12 細胞内外のドーパミン及びその代謝物量の最適な測定
系を検討した．
　ドーパミン，セロトニン，及び，それらの代謝物は，高速液体クロマトグラフィーを用いて分離後，蛍光検出器
（HPLC-FL）を用いて検出した．励起波長 225 nm- 蛍光波長 310 nm の測定波長を用いた場合，ドーパミン，3MT，
及び HVA を測定することができ，一方，セロトニン及びその代謝物の影響を抑えることができた．ヘキサナール
は，PC12 細胞からのドーパミン放出を促進する物質である．ヘキサナールで PC12 細胞を刺激し，細胞外ドーパ
ミン，及び，その代謝物量を最適化した条件で測定した．そして，ヘキサナール刺激により細胞外に放出される
ドーパミン量の増加，及び，細胞外 3MT 濃度の上昇を検出することができた．
　今後，様々な条件下においた PC12 細胞内外のドーパミン及びその代謝物量を測定し，ヘキサナールによるドー
パミン放出の生理的意義の解明につなげていきたい．
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すべて氷上で行った．刺激前試料，刺激後試料，及び
細胞試料は回収後ただちに氷上に移し，内部標準液で
ある0.5 ㎎ /L Isoproterenol（ISO）を含む氷冷 2 M 過
塩素酸（Perchloric acid (PCA)）75 μL（試料の4分の1
量）を添加した．10分後，1 M 酢酸ナトリウム150 μL
（試料の2分の1量）の添加により中和し，4℃で15,000 
rpm，20分間の遠心を行った．遠心により得られた上
清をモノアミン量の測定に用いた．
4 ． 高速液体クロマトグラフィーを用いたドーパミン量の
測定
　1mM モノアミン標準液は，それぞれ 1 mM のモノ
アミン及びその代謝物（L-DOPA，ノルアドレナリ
ン，アドレナリン，DOPAC，ドーパミン，5HIAA，
HVA，3MT，セロトニン）を 1 M PCA で溶解し作成
した．測定時に 1 mM モノアミン標準液を KRH を用
いて希釈し，モノアミン標準液の希釈系列を作成し
た．希釈したモノアミン標準液は，測定試料と同様に
ISO を含む PCA 及び酢酸ナトリウムを添加し測定に
用いた．
　モノアミン量の測定は，蛍光検出器（Fluorescence 
detection (FL)）を装備した高速液体クロマトグラ
フ ィ ー 装 置（High performance liquid chromatography 
(HPLC), LaChrom Elite, Hitachi High-Technologies 
Corporation, Japan）を用いて行った．測定試料及びモ
ノアミン標準液希釈試料は，冷却装置付きオートサン
プラーに置いた．モノアミンの分離には，移動相とし
て16％メタノール及び 190 mg/L オクタスルフォン酸
ナトリウムを含む 0.1 M クエン酸 - 酢酸緩衝液，分離
カラムは逆相カラム SC-5ODS（Ф2.1 mm x 150 mm，
Eicom Corporation, Japan）を用い，流速 0.2 mL/ 分で
分離した．1回の測定には測定試料 20 μL を用いた．
検出測定波長は，励起波長（Ex.）280 nm- 蛍光波長
（Em.）325 nm，Ex. 225 nm-Em. 310 nm，及び Ex. 285 
nm-Em. 315 nm を用いた．検出されたクロマトグラフ
の解析には，解析ソフト EZ Chrom Ver.3.1.8 bJ（Hitachi 
High-Technologies Corporation, Japan）を用いた．
5 ． タンパク質の定量
　タンパク質の定量は，BCA 法（Thermo Scientific, 
Rockford, USA）で行った．タンパク質濃度標準液に
は，牛血清アルブミン（Fraction V）を用いた．
光検出法を用いたドーパミン，及び，その代謝物の測
定条件を検討し，最適化した条件で PC12 細胞から放
出されるドーパミン量，及び，その代謝物量の算出を
試みた．
方　法
1 ． 試薬
　L-DOPA,，アドレナリン（Adrenaline (A)），ジヒドロ
キシフェニル酢酸（Dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC)），
ドーパミン（Dopamine (DA)），5- ヒドロキシインドー
ル酢酸（5-Hydroxyindole acetic acid（5HIAA），ホモバ
ニリン酸（Homovanillic acid (HVA)），3- メトキシチラ
ミン（3-Methoxytyramine (3MT)），ノルアドレナリン
（Noradrenaline (NA)），セロトニン（5-Hydroxytryptamine, 
(5HT)）はSigma，ウマ血清（Horse serum (HS)）はEquiteck-
Bio Inc., ウシ胎児血清（Fetal bovine serum (FBS)），ペ
ニシリン及びストレプトマイシンは Invitrogen，液体
培地ダルベッコ改変イーグル培地（Dulbecco's modified 
Eagle's medium (DMEM)），アミノ酸分析用クエン酸一
水和物，HPLC 分析用メタノール，及び，その他の試
薬は Wako を用いた．
2 ． 細胞培養
　PC12 細胞は，10％ HS 及び5％ FBS を含む DMEM
（DMEM-10％ HS-5％ FBS）を用いて培養した．培養
液には，抗生物質であるペニシリン及びストレプトマ
イシンを添加した．
3 ． PC12 細胞からの細胞外放出物及び細胞内容物の
調製
　PC12 細胞は，ポリエチレンイミンで処理をした24
穴プレートに DMEM-10％ HS-5％ FBS を用いて1～2
×105細胞 / 穴の濃度で播種した．1～2日間37℃，5％ 
CO2環境下で培養し，セミコンフルエントに達したこ
とを確認後，実験に用いた．
　PC12 細胞から培養液を除き，リン酸緩衝生理食塩
水（Phosphate buffered saline (PBS)）で一度洗浄した．
その後，PC12 細胞にクレブス緩衝液（Krebs-Ringer 
Hepes buffer (KRH)）300 μL を加え，37℃に10分間置
いた．各穴の細胞上清は，刺激前試料として回収し
た．その後，再度，4 mM ヘキサナール（n-hexanal 
(6AL)）あるいは関連物質を含む KRH 300 μL を細胞
に加えた．37℃で5分，あるいは，目的の時間刺激
し，細胞外液を刺激後試料として回収した．細胞内容
物量を測定する際には，24穴プレートに付着してい
る PC12 細胞を KRH 300 μL を用いて回収し，超音波
処理後の試料を細胞試料として用いた．この操作は，
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ピーク領域面積に対する各モノアミンのピーク領域
面積の比として求めた（Fig. 2）．L-DOPA を除き，
0-1000 nM の範囲でモノアミン濃度とピーク面積比は
原点を通る比例関係があった．しかし，L-DOPA に関
しては，低い濃度でピークが検出され，原点は通らな
かったが 10-1000 nM L-DOPA の範囲で濃度とピーク
面積比に比例の相関がみられた．
3 ． PC12 細胞から放出されるドーパミン量の測定
　PC12 細胞を 4 mM ヘキサナールで刺激した時の刺
激前試料，刺激後試料，及び，細胞試料に含まれる
ドーパミン及びその代謝物を HPLC-FL を用いて検出
した（Fig. 3）．刺激前試料，刺激後試料，細胞試料す
べての試料で，8.3分に最高ピーク値をもつドーパミ
ン，13.0分に最高ピーク値をもつ ISO のピークが検出
された．また，ピーク領域面積は小さいながら，3MT
及びHVAのピーク領域面積も測定することができた．
ISO の前後には成分未同定のピークが生じた．
4 ． ヘキサナール刺激によって放出されるドーパミン及
びドーパミン代謝物量の変化
　4 mM ヘキサナール及び 4 mM ヘキサノールで PC12 
細胞を刺激し，刺激各時間後の細胞外液中のドーパミ
ン量を測定した（Fig. 4A）．PC12 細胞をヘキサナー
ルで刺激をすると，刺激時間の延長と共に細胞外に放
出されるドーパミン量は増加した．ヘキサナールの溶
媒であるエタノール，及び，溶媒を含まない KRH の
みの条件に比べ，ヘキサノールによってもドーパミン
6 ． 有意差検定
　有意差検定は，統計解析ソフト IBM SPSS ver.22を
用いて行った．一元配置分析後，Dunnett's 法により解
析し，P<0.05のものを有意差ありとした．
結　果
1 ． 測定蛍光波長の違いによるモノアミン及びその代謝
物の検出感度の相違
　モノアミン量を蛍光分析法で分析するための測定蛍
光波長を設定するため，モノアミン標準液を HPLC で
分離後，Ex. 280 nm-Em. 325 nm，Ex. 225 nm-Em. 310 nm，
及び Ex. 285 nm-Em. 315 nm の3つの組み合わせ波長を
用いて各モノアミンを検出した．すべての波長で，モ
ノアミン及びモノアミン代謝物量が測定できた（Fig. 
1）．ドーパミン及びドーパミン代謝物は，3種類の波
長の組み合わせでほぼ同様の最高ピーク値を示した．
一方，セロトニン及びその代謝物である 5HIAA は，
Ex. 285 nm-Em. 315 nm が最も高い最高ピーク値を示
し，Ex. 280 nm-Em. 325 nm で検出した場合は，Ex. 
285 nm-Em. 315 nm で検出した場合の約40％の最高
ピーク値を示した．Ex. 225 nm-Em. 310 nm の組み合
わせを用いた場合には，セロトニン及び 5HIAA はほ
とんど検出されなくなった．
2 ． ドーパミン及びその代謝物濃度とピーク面積比の関係
　ドーパミン及びその代謝物の濃度と Ex. 225 nm 及
び Em.  310 nm の測定波長を用いて検出されたピーク
面積比との関係を調べた．ピーク面積比は，ISO の
Fig. 1 Chromatogram of the monoamines and their metabolites 
detected with a fluorescence detector
The mixture of 100 nM monoamines and their metabolites was separated 
using HPLC, and they were detected with a fluorescence detector. Black 
line: Ex. 225 nm, Em. 310 nm; Gray line: Ex. 280 nm, Em. 325 nm; Solid 
line: Ex. 285 nm, Em. 315 nm
Ex.,  excitat ion wavelength;  Em.,  emission wavelength;  NA, 
noradrenaline; A, adrenaline; DOPAC, dihydroxyphenylacetic acid; DA, 
dopamine; 5HIAA, 5-hydroxyindole acetic acid; ISO, isoproterenol; HVA, 
homovanillic acid; 5HT, 5-hydroxytryptamine; 3MT, 3-methoxytyramine.
Fig.2 Relationship of monoamine concentration and the ratio of 
monoamine peak area to internal control peak area
Monoamine standard solutions were separated by HPLC and detected with 
a fluorescence detector. The wavelength for the detection of dopamine 
or its metabolites was set at Ex. 225 nm and Em. 310 nm. The ratio of 
the peak area was calculated as the ratio of the area of the monoamine 
or its metabolite to the area of isoproterenol (ISO). DA, dopamine 
(● ); 3MT, 3-methoxytyramine (○ ); HVA, homovanillic acid (■ ); 
DOPA, L-DOPA(□ ); DOPAC, dihydroxyphenylacetic acid (◆ ); NA, 
noradrenaline (▲ ); A, adrenaline (△ ). Data are represented as means 
±SE (n = 3 per group).
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考　察
　モノアミン及びその代謝物量の測定は，HPLC-ECD
法を用いて行われることが多い．本研究では，ドーパ
ミン及びその代謝物が自然蛍光を持つことに着目し，
蛍光検出法を用いた PC12 細胞からのドーパミン及び
その代謝物量の測定系を検討した．さらに，この測定
系を用い，ヘキサナール刺激によって PC12 細胞から
放出されるドーパミン量，及び，細胞外液の代謝物量
の変化を算出した．
　まず，3組の測定波長の組み合わせで，検出感度を
比較した．検出感度は，各成分の最高ピーク値とした．
ドーパミン及びドーパミン代謝物は，Ex. 285 nm-Em. 
315 nm，Ex. 280 nm-Em. 325 nm， 及 び，Ex. 225 nm-
Em. 310 nmの測定波長で検出感度は変わらなかった．
セロトニンおよびその代謝物は，Ex. 285 nm-Em. 315 
nm 及び Ex. 280 nm-Em. 325 nm の測定波長では感度良
の放出量の増加も見られた．しかし，10分間のヘキサ
ナール刺激によるドーパミンの放出量が 0.625±0.005 
nmol/mg タンパク質（n=3，平均値± SE）に対し，
ヘキサノールでは，0.177±0.013 nmol/mg タンパク質
（n=3，平均値± SE）という低い値を示した．10分間
のエタノールのみを含む KRH 及び KRH の刺激では，
それぞれ，0.092±0.011及び 0.106±0.015 nmol/mg タ
ンパク質（n=3, 平均値± SE）のドーパミンしか放出
されなかった．
　さらに，ヘキサナールで刺激をした時の細胞外の
ドーパミン，HVA，及び，3MT 量を測定した（Fig. 
4B）．ヘキサナール刺激による細胞外へのドーパミン
の放出量の増加に伴い，細胞外 3MT 量も増加した．
しかし，HVA の量的変動に差は見られなかった．
Fig. 4 Time course of dopamine and its metabolites released from 
PC12 cells after stimulation with n-hexanal
(A) Increment of extracellular dopamine after stimulation with n-hexanal. 
PC12 cells were stimulated by 4 mM n-hexanal (6AL, ● ) or 4 mM 
n-hexanol (6OL, ○ ) for each incubation time. Control cells were 
incubated in KRH with (■ ) or without (□ ) 1％ ethanol (EtOH) for 
10 min. (B) Concentration changes in dopamine (● ), HVA (■ ), and 
3MT (□ ) in extracellular fluid from PC12 cells that were stimulated by 
n-hexanal. The extracellular fluids from PC12 cells were harvested after 
incubation in 4 mM n-hexanal, including KRH, at each incubation time.
Data are represented as means±SE (n = 3 per group). Dunnett’s post 
hoc comparison was performed to analyze the variance. *; P < 0.05, 
significantly different from the samples incubated for 2 min; #, P < 0.05, 
significantly different from the samples treated with KRH for 10 min
Fig. 3 Chromatogram of the extracellular fluid from PC12 cells and 
the cell suspension of PC12 cells
Extracellular fluids from PC12 cells were harvested as prestimulation 
samples after incubation in 300 μL of Krebs-Ringer-HEPES (KRH) buffer 
for 10 min (A). PC12 cells were stimulated by KRH, including 4 mM 
hexanal, for 5 min. The extracellular fluid from each well was harvested 
as the stimulation sample (B). The cells treated with 4 mM hexanal were 
suspended in 300 μL of KRH and sonicated. These samples were used as 
cell samples (C). Closed arrows indicate the dopamine peak. Open arrows 
indicate the ISO peak.
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る7,8,9）．自然蛍光検出法は，ECD 法に比べ感度が低い
ため，細胞あたりの試料調製量を3分の2に減らし，
濃縮された試料調製を行った．その結果，4 mM ヘキ
サナールの刺激により，PC12 細胞から刺激時間の延
長に伴いドーパミンの放出量が増加すること，ドー
パミン放出の増加に伴い細胞外 3MT 量も増加するこ
と，ヘキサノール刺激では，ヘキサナール刺激ほど強
いドーパミン放出促進作用が見られないことを確認
することができた．3MT は，細胞外液中に存在する
COMT によりドーパミンから代謝される．ここで検
出された 3MT の増加は，ヘキサナール刺激により放
出されたドーパミンの一部が細胞外で 3MT に代謝さ
れることを示唆している．
　本研究では，自然蛍光を利用し蛍光検出器を装備し
た HPLC を用いたドーパミン及びその代謝物量の測
定を検討した．そして，PC12 細胞からのドーパミン
及びその代謝物量の測定に適した条件及び試料調製法
を見出すことができた．これらの結果を踏まえ，ヘキ
サナール刺激によって PC12 細胞から放出されるドー
パミン放出に対する阻害剤の影響や刺激条件による変
化を解析し，ヘキサナールがもたらすドーパミン放出
の生理的意義をさらに追及していきたい．
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く検出されたが，Ex. 225 nm-Em. 310 nm の測定波長
では検出されない．PC12 細胞はドーパミン及びノル
アドレナリンの代謝系をもち，セロトニン代謝系は持
たない．PC12 細胞でのドーパミン及びその代謝物量
を測定するためには，Ex. 225 nm-Em. 310 nm の測定
波長を用いることが推奨された．
　これまでに ECD 法を用いて，ドーパミン及びその
代謝物量を測定してきた．カラム径や測定量試料量，
さらには分析する HPLC の違いもあり，今回の蛍光検
出法と同じ条件で，直接，感度を比較することはでき
ない．しかし，ISO に対するドーパミン及びその代謝
物のピーク面積比と濃度の関係として感度を比較する
と，蛍光検出法の場合，それぞれ1μM での面積比は
ドーパミン 1.030±0.009，DOPAC 0.128±0.002，HVA 
0.354±0.010，3MT 2.468±0.1038（n=6，平均± SE）
であるのに対し，ECD 法を用いた場合は，ドーパミ
ン 1.794±0.069，DOPAC 1.477±0.056，HVA 1.232±
0.049，3MT 1.300±0.032（n=7，平均値±SE）である
（データは示していない）．自然蛍光検出法は実験毎の
ピーク面積比の変動幅が少ないという利点があった．
しかし，各濃度で得られるピーク面積比が小さく，感
度が低い結果にもなった．さらに，自然蛍光検出法で
は，HVA 及び 3MT は，濃度とピーク面積比の間に比
例関係があり量的測定が可能であるが，DOPA は原点
を通らないこと，DOPAC は濃度に対する増加比が非
常に低く，両者の測定は難しいことが示唆された．
　PC12 細胞から得られた試料を用いて細胞内外の
ドーパミン及びドーパミン代謝物量を蛍光検出法で
測定した．PC12 細胞から得られた試料のクロマトグ
ラフをみると，ISO 前後に重なるように成分未同定の
ピークが検出された．ISO ピークの前半に重なるよう
に見られるピークは，刺激前，刺激後，細胞試料すべ
てに同じように見られ，この影響は，解析時にすべて
の試料を同じ条件で除去することができる．一方，
ISO 後半に重なるように見られるピークは，刺激前試
料で高い値として検出され，刺激後試料あるいは，細
胞試料では高い値を示さない．このことから，細胞培
養時に含まれる物質ではないかと考えている．ドーパ
ミン放出量を刺激前後比として求める時には，ISO の
面積に影響が出ることも考え，解析時にすべての試料
で同様の除去処理ができるよう慎重に取り扱う必要が
ある．
　すでに，我々は，PC12 細胞をヘキサナールで刺激
をすると，刺激時間の延長に伴いドーパミン放出量が
増加することを ECD 法を用いて解析し，報告してい
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Measurement of the concentrations of dopamine and its metabolites in PC12 cells and in 
extracellular fluid by detection of native fluorescence
Yoko Kobayashi
Abstract
　Rat pheochromocytoma (PC12) cells synthesize and release neurotransmitters such as dopamine and noradrenaline. 
Dopamine, which is synthesized from L-tyrosine in cells, is metabolized to dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC), 
3-methoxytyramine (3MT), and homovanillic acid (HVA). Dopamine is known to show native fluorescence. In this study, 
we aimed to establish a method to measure the concentrations of dopamine and its metabolites in PC12 cells by using high 
performance liquid chromatography coupled with a fluorescence detector (HPLC-FL).
　First, several concentration of monoamine standard solutions, including that of dopamine, serotonin, and their metabolites, 
were separated and detected by HPLC-FL. The concentrations of dopamine, 3MT, and HVA were measured with a fluorescence 
detector set at an excitation wavelength of 225 nm and emission wavelength of 310 nm. However, the sensitivity of DOPAC 
detection was low. n-Hexanal (hexanal), a straight aldehyde with a 6-carbon chain length, is known to stimulate dopamine 
release from PC12 cells. Therefore, the concentrations of dopamine and its metabolites in samples from PC12 cells stimulated 
by hexanal were measured using HPLC-FL. We observed that PC12 cells released dopamine and that the concentrations of 
extracellular dopamine and 3MT were elevated after stimulation with hexanal. In future, we will attempt to elucidate the 
physiological significance of the dopamine released by hexanal by using this method.
Key Words: Dopamine, Native fluorescence detection, High performance liquid chromatography, n-Hexanal
